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-«nule ae vacci. pol^u=a.otiai<^e centre les patHoXo 
..as canines, ncta^^ent les pathologies respirat 
digestives. ^^eapiratoires et 

La presents invention est relative > 
formule de vaccin permettant 1 ^^^^^we a une 

permettant la vaccination des chiB„= 
co-.e un .rand no^re de pathologies in.ec iet eT 
not_3. les pathologies respiratoires et digestLs 
Hlle est egale^ent relative a une .ethode de valcinU 
correspondante. vaccination 

Pathologie infectieuse des chiens est 
extre.e.ent diversi.i.e et souvent di«icile . contraier 
en fonction des circonstances rencontr.es sur le terrain 

"^'^ -o-bre de vaccins 

nota:mnent centre la maladie de Carre < ■ 

ae Carre (virus CDV) i 

=o„pZ..e „.pi„.„i„ ^^^^^^ 1« 

la rage (rhabdovirus) Ces v^,^^^ 

ment d.. • vaccxns sont, plus generale- 

-nt, des vaccins vivants constitu.s de souches att.- 
nuees Cela est nota^ent le cas pour les vaccins de la 

cLL:: r ^^^^^^^ ad^novlrose: 

canines, les vaccins centre la o^r-,,^ 

contra 1 Parvovirose et les vaccins 

contra le coronavirus canin. 

Dans certains cas, des vaccins inactives ont 
egale.ent .t. proposes, co^e pour la rage et la corona- 

-.on s^part ""sttlirT""^ T '''' 

c est a-dire sous forme de vaccins 
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monovalents, soit sous forme de vaccins associes, c'est- 
a-dire polyvalents. 

Les associations polyvalentes developpees 
jusqu'a present ont tou jours pose des problemes de 
compatibilite entre les valences et de stabilite. II faut 
en effet assurer a la fois la compatibilite entre les 
differentes valences du vaccin, que ce soit au plan des 
differents antigenes utilises et au plan des formulations 
elles-memes, notamment dans le cas ou 1 ' on combine ^ la 
fois des vaccins inactives et des vaccins vivants . II se 
pose egalement le probleme de la conservation de tels 
vaccins combines et aussi de leur innocuit^ notamment en 
presence d' adjuvant. Ces vaccins sont en general assez 
coCteux . 

■^^ Le degre de protection, et la duree de cette 

protection, peuvent en outre etre tres variables et sont 
sensibles aussi aux circonstances de terrain. Cela est 
particulierement vrai pour la vaccination des chiots, 
Chez lesquels les anticorps d'origine maternelle s ' oppo- 
sent a 1 ' immunisation par les vaccins inactives et, meme, 
par des vaccins vivants. 

II peut done etre souhaitable de perfection- 
ner la vaccination des canides , et notamment des chiens, 
tout en gardant en memoire les contraintes economiques, 
2 5 qui s'opposent a 1 ' utilisation de vaccins coQteux ou de 
mises en oeuvre complexes . 

Des essais de vaccination contre la maladie 
de Carre par des preparations purifiees d' antigenes de 
fusion F et d ' equivalents de 1 * hemaglutinine H en 
adjuvant complet de Freund ont suggere que 1 ' antigene F 
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pourrait constituer un ^ 

Virol. Mai 1986: 536-541) ^ Y ec al., j. 

541). peur un vaccin de sous-unites, 
un autre article (P. de Vries et al j 
5 Virol. 1988, 69.- 2071-20ST1 ^ 

^071 2083) suggere, par contre cue 1« 
protemes F et ha df= rni/ ^ 

et HA de CDV pourraient etre int^ressant^. 
dans une vaccination selon la t^.H • ^^^^antes 
inununosti^ulants (XSCOMS) 

I^-- souris inununisees par un recon^inant 
3 vaccane exprimant le g^ne de la r,^..^- '^ombinant 
„^ . - . ^ Prot^ine F de CDV ont ete 

proteges contre 1 ■ epreuve par ce virus. 

XI s^agit lA cependant de resultats de 
laboratoire, difficiles A ir,- - 

■ticixes A interpreter, surtout dan<5 Hoo 
conditions de terrain. 

Concernant les parvoviroses , des essais de 
vaccns de sous-unit, contenant la prot.ine .a.eure de 
la caps.de VP2 du virus CPV o.tenu par reco^inaison - 
.eneti^e dans le .aculovirus, ont pe^is de .ontrer Zl 
protection des c.iens ainsi i^unis.s contre une .preuTe 
par le virus CPV. preuve 

concernant 1 ■ herpesvirus canin CHV, des 
udes ont .t. ef.ectu.es sur 1 -utilisation des gl, opro 

e?:: r ^^^^ ^-^-^ - 

etudes ont .ontr. !■ induction de r.ponses crois.es 
avec d'autres herpesvirus ^=l 

rpesvirus tels que FHV mais ne tirent pas 

de conclusion sur les possibilit.s de r.aliser un vaccin 

protecteur. v^ccm 

"-=.e. „a.isen. ™e protection oho. a. sou.is .t le 
,t oep. .e„l ..e. Xe sou.i., 
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chien . 

Les demandes de brevet WO-A-90 11092, WO-A-93 
19183, WO-A-94 21797 et WO-A-95 20660 ont fait usage de 
la technique recemment developpee des vaccins polynucleo- 
tidiques. On salt que ces vaccins utilisent un plasmide 
pate a exprimer dans les cellules de I'hote I'antigene 
insere sur le plasmide. Toutes les voies d' administration 
ont ete proposees ( intraperitoneale, intraveineuse, 
intramusculaire, transcutanee, intradermique, mucosale, 
etc.) . Differents moyens de vaccination peuvent egalement 
etre utilises, tels que ADN depose a la surface de 
particules d'or et pro j ete de fagon a penetrer dans la 
peau de 1 ' animal (Tang et al . , Nature 356, 152-154, 1992) 
et les injecteurs par jet liquide permettant de transfec- 
15 ter a la fois dans la peau, le muscle, les tissus 
graisseux et les tissus mammaires (Furth et al . , 
Analytical Biochemistry, 205, 365-3 68, 1992) . 

Les vaccins polynucleotidiques peuvent 
utiliser aussi bien des ADN nus que des ADN formules par 
20 exemple au sein de liposomes ou de lipides cationiques. 

L'art anterieur ne donne par centre aucun 
resultat de protection chez le chien par la m^thode de 
la vaccination polynucleotidique centre ces maladies. 
Beaucoup moins de choses sont encore connues sur le 
25 coronavirus canin CCV et sur les agents responsables du 
complexe respiratoire . 

Concernant la rage, il a ete demontre une 
protection des souris centre epreuve virulente apr^s un 
traitement par vaccin polynucleotidique exprimant le gene 
3 0 de la proteine G sous le contrdle du promoteur precoce 
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le promoteur IE de CMV. ciJisanc 
de „„„„ .„Uiv.l.„ J"^^- 

pathogenes . agents 

Un autre obiectif ^« i . • 
^ "jeccit de 1' invention est de 

£cu„„ ^^^^^ 

v.I.„=., .„ ^^^^ ^^^^^^^^ 

Un autre obiectif Ho t . 
^ . "jeccit de 1* invention est de 

fo.™„ ^^^^^^^ 

differentes valenc^^ r^^r,^ - ^-^^x- 

v^xences dans un meme vehicule. 

Un autre obiectif t . • 

. ojectif de !• invention est de 

fo«„„ „„, ^^^^ 

o.uvt. ,t p.„ coQteu.e. 

u„ autre objectif, e„c„re, de l.i„v„ti6„ e.t ' 

.nv.„t.o„ ou de di;.i™., £„„e.,ent 1. ^.„,i,, 
vacc„ „4=.„ai„, .c ay„t u„e bonne i^ocuit^. 

P.-«3ei,te invention . done pour objet une 
for,nl. d. ..ac„„ oontre de, petbo,.nes de. o.nid.s 

'^"^ — — n»^ 

^-"-"^ — A l.e^ri..r in 

^y.tho,en, oanin, , ..voir une vaienoe d„ virus de 1. 
Z T ™ " ""-no. du parvovirus canin 

Cfv. 1.S piae„id.s co.pr.nant, pour =ha,„e valence, un 
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ou plusieurs des genes choisis parmi le groupe consistant 
en HA et F pour le virus de la maladie de Carre et le 
gene VP2 pour le parvovirus canin. 

De preference, pour la valence de la maladie 
de Carre, le ou les plasmides comportent les genes HA et 
F, soit inseres dans un m§me plasmide, soit inseres dans 
des plasmides differents. 

Le vaccin multivalent selon 1 ' invention peut 
egalement comprendre une valence du coronavirus canin 
CCV, avec un ou des plasmides comprenant un ou plusieurs 
des genes choisis parmi le groupe des genes S et M et de 
preference le gene S ou les genes S et M. La egalement, 
les genes peuvent etre inserts dans des plasmides 
differents ou regroupes dans un meme plasmide dans un 
15 cadre permettant leur expression. Le vaccin bi ou 
trivalent precite, selon 1* invention, peut egalement 
comprendre, en outre, une valence efficace pour la 
prevention du complexe respiratoire, a savoir une valence 
de PI2 comprenant un ou des plasmides qui comprennent 
I'un au moins des genes HA et F. De preference, on 
prevoit d'utiliser a la fois les deux genes HA et F, 

D'autres valences interessantes dans le cas 
de la presente invention peuvent done . etre associees aux 
vaccins selon 1' invention, a savoir une ou plusieurs des 
25 valences choisies dans le groupe forme par 1 ' herpesvirose 
CHV, la maladie de Lyme et la rage, les plasmides 
comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des 
genes choisis dans le groupe compose par les genes gB, 
gD pour le virus CHV, les genes OspA, OspB, et plOO, pour 
B. Burgdorferi (maladie de Lyme), et le g^ne G pour la 
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rage . 

preference, pour 1 < ^ - 

5 de Lyme, on prefers i» • maladie 
firerere le gene OspA 

Preterentiellement, la valence , 
resp..at:oire, ou ces .eux valences, .tanT en. 7 
toute co^n^lnalson co.p.enant, une plur" 

Par valence, dans ia Dresen^« ^ 
entend au moins • - P^^^ente xnvention, on 

ntoins un antig^ne assurant une pro^e.^ • 

centre le vir-i.o ^ Protection 

^'-i yene recouvre l^ac 

®^ sequences nucl^of- -i ™ 
equivalentes a cell^.: • ^^ci^otidiques 

"-n. p=„. .rJz^—:^""-^- 

seouencec: ^ . recouvre aussi les 

cor.:: , 

""■"^ „„. protection orols^e ou 
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protection specif ique de souche ou de groupe de souche. 
Elle recouvre encore les sequences nucleotidiques qui ont 
ete modifiees pour faciliter 1' expression in vivo par 
1' animal hote mais codant pour la meme proteine. 

Les differences valences sont contenues dans 
la formulation vaccinale selon 1* invention en quantite 
therapeutiquement efficace. 

De preference la formule de vaccin selon 
1' invention pourra se presenter dans un vehicule conve- 
nable pour 1 ' administration de preference par voie 
intramusculaire, sous un voliome de dose compris entre 0,1 
et 5 ml, de preference entre 0,5 et 2 ml. 

La dose sera generalement comprise entre 10 
ng et 1 mg, de preference 100 ng et 500 ug, et preferen- 
15 tiellement entre 1 ^g et 250 ug par type de plasmide. 

On utilisera de preference des plamides nus 
simplement places dans le vehicule de vaccination qui 
sera en general de 1 ' eau physiologique (NaCl 0,9 %) , eau 
ultrapure, tampon TE, etc. On peut bien entendu utiliser 
2 0 toutes les formes de vaccins polynucleotidiques decrites 
dans 1 • art anterieur. 

Chaque plasmide comprend un promoteur apte a 
assurer 1 ' e:<pression du g^ne insere sous sa dependance 
dans les cellules botes. II s ' agira en general d'un 
25 promoteur eucaryore fort et en particulier d'un promoteur 
precoce du cytomegalovirus CMV-IE, d'origne humaine ou 
murine, ou encore eventuel lament d'une autre origine 
telle que rat, cochon, cobaye . 

De maniere plus generale, le promoteur pourra 
etre soit d'origine virale, soit d'origine cellulaire. 
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Comme promoceur viral ^,m->-^ 

viral autre que CMV-IE, on peut cic^^ i 
Prcoteur pr.coce ou tar.if virus SV 00 ou le 
-ur ..H au Virus .u sarco.e .e Kous . . Ur^: 
3..ir .un pro.o.eur au virus .on. provien. ^:LrZ 
5 exen^ple le promoteur prbpre au gene. 

Conune promoteur cellulaire, on peut citer le 
promoteur d-un gene du cytosquelette tel ""^^ 1- 

promoteur de la des.ine Z..: VV^\~ " 
— oscopio Ctolog. and Pat.olog., .r.o', ^ 
0 ; et ZHENLIN et al . , Gene. 1989, 78, 243-254, 

le promoteur de I'actine. °" """"" 

■ ^^rr. . genes sont presents dans le 

v«c.„ ^^^^ ^ - 

p„ ^^^^^^ P=.ly„ucz.o.iai„;. 

a, pl„.u„„ ^ ^^^^^^^^^ 

Pre^Mc, invention . *g»lem„t pour obi.t 

une methode de vaccin^^.•or. ^ ... 
n.s«.t.o„ d.„n. do=e .„io.=. 

=-P«„. i..^in,.,„.,,„ ^„ ^^^^^^^^^ ^^^^-o„ 

s vi! rn" '™ "° — - 

•iv^ent . d„ „o„e„„ 41oig„4. i.„„ 

le. fo„uios de v.ocin selon !■ invention 
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pourront etre administrees dans le cadre de cette methods 
de vaccination par les differentes voles d' administration 
proposees dans I'art anterieur dans le cas de la vaccina- 
tion polynucleotidique et au moyen des techniques 
d' administration connues, la voie preferee etant la voie 
intramusculaire . 

L'efficacit^ de la presentation des antigenes 
au systeme immunitaire varie en fonction des tissus. En 
particulier, les muqueuses de 1 ' arbre respiratoire 
servent de barriere a 1 ' entree des pathogenes et sont 
associees a des tissus lymphoides qui supportent une 
immunite locale. L 'administration d'un vaccin par contact 
avec les muqueuses, en particulier muqueuses buccale, 
pharyngee et region bronchique pr^sente un interet 
certain pour la vaccination centre les pathologies 
respiratoire et digestive. 

En consequence, les voies d' administration 
mucosales font partie d'un mode d' administration pour 
1' invention, utilisant notamment la n^bulisation ou spray 
ou I'eau de boisson. Les formules de vaccin et methodes 
de vaccination selon 1' invention pourront Stre appliquees 
dans ce cadre. 

L' invention a encore pour pb jet des formules 
de vaccin monovalent comprenant un ou plusieurs plasmides 
codant pour un ou plusieurs g^nes de I'un des virus ci- 
dessus, les genes 6tant ceux d^crits plus haut. En dehors 
de leur caract6re monovalent, ces formules peuvent 
reprendre les caract^ristiques ^nonc^es plus haut en ce 
qui concerne le choix des genes, leurs combinaisons , la 
composition des plasmides, les volumes de dose, les 
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doses, etc. 

v,„.„ ^^^^^^ ^^^^ e 

.n..v.a„.. ^^^^^^^ - 

a un vaccm d'un autre tvne 

uure cype (entier vivant ou inactive 

.c=«.i»„., 

PPe± d un vaccm comme decrit ci-apres. 
La presente invention a en ef fe^ or.^ 

1 .nven,.on pour ia fabrication .<un vaccin canin aestin. 
a vaccner .es anin,au. pri.o -vaccinas au „oyen .^un 
Pre..er vaccin classi^e (monovalent ou .ulti-valent) 

t^e ae ceu. ae X.rt ant.rieur, c.oisi notan^ent aall 
le .roupe consistant en vaccin entier vivant, vaccin 
ent.er inactiv., vaccin ae sous-unit., vaccin reco:n.i- 
nant, ce premier vaccin presentant (c ' est-a-aire conte- 
nant ou pouvant exprimer, le ou les anti..ne(s, coa.(s, 
par la ou les plasmiae(s, ou anti^.ne(s) assurant une 
protection croisee. 

De maniere remarquable, le vaccin polynucldo- 
txa.c;^e a un effet ae rappel puissant se traauisant par 
une amplication ae la r.ponse i^uni.aire et 1-instaura- 
tiond'une immunite ae longue duree. 

De maniere a^n&r-a 1 i «^ 

generate, les vaccms de primo- 

vaccination pourront .tre choisis parmi les vaccina 
co^nerciaux aisponibles aupr.s aes aiff.rents proaucteurs 
de vaccins vdterinaires . 

L-invention a encore pour objet la methods de 
vaccination consistant- i f ■ 

onsistant a faire une primo-vaccination 



wo 98/03199 



PCT/FR97/01316 



10 



20 



25 



12 

telle que decrite ci-dessus et un rappel avec une formule 
de vaccin selon 1' invention. 

Dans une forme de mise en oeuvre preferee du 
precede selon 1' invention, on administre dans un premier 
temps, a 1' animal, une dose efficace du vaccin de type 
classique, notamment inactive, vivant, attenue ou 
recombinant, ou encore un vaccin de sous-unite de fapon 
a assurer une primo-vaccination, et, apres un delai de 
preference de 2 a 6 semaines, on assure 1 ' administration 
du vaccin polyvalent ou monovalent selon 1' invention. 

L' invention a aussi pour objet un kit de 
vaccination regroupant un vaccin de primo-vaccination 
tel que decrit ci-dessus et une formule de vaccin selon 
1' invention pour le rappel. Elle a aussi trait a une 
15 formule de vaccin selon 1' invention accompagnee d'une 
notice indiquant 1' usage de cette formule comme rappel 
d'une primo-vaccination telle que decrite ci-avant. 

L' invention concerne aussi la methode de prepara- 
tion des formules de vaccin, a savoir la preparation 
des valences et leurs melanges, telle qu'elle ressort 
de cette description. 

L' invention va etre maintenant decrite plus 
en details a 1 ' aide de modes de realisation de 1 ' inven- 
tion pris en reference aux dessins annexes. 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Culture des virus 

Les virus sont cuitives sur le systeme cellulaire approprie jusqu'a obtention d'un 
5 effet cytopathique. Les systemes celluiaires a utrliser pour cheque virus sont 
bien connus de rhomme du metier. Bn'evement, des cellules sensibles au virus 
utilise, cultivees en milieu minimum essentiel de Eagle (milieu "MEM) ou un 
autre milieu approprie, sont inoculees avec la souche virale etudiee en utillsant 
une multiplicite d'infection de 1. Les cellules infectees sont alors incubees a 
10 37°C pendant le temps necessaire a I'apparition d'un effet cytopathique 
complet (en moyenne 36 heures). 

Exemple 2 : Culture des bacteries: 

Les souches de Borrelia burgdorferi sont cultivees dans ies milieux appropries 
15 et selon les conditions bien connues de I'homme de I'art. Ces conditions et 
milieux sont en particulier decrits par A. Barbour (J. Biol. Med. 1984. 57. 7^- 
75). L'extraction de I'ADN bacterien a ete realist selon les conditions d^crites 
par W. Simpson et al. (Infect. Immun. 1990, 58. 847-853). Les techniques 
usuelles decrites par J. Sambrook et al. [Molecular Cloning: A Laboratory 
20 Manual. 2"^* Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New 
York. 1989) peuvent egalement etre utilisdes. 

Exemple 3 : Extraction des ADNs genomiques viraux: 

Apres culture, le surnageant et les cellules lysees sont r^colties et la totalite de 
25 la suspension virale est centrifugee k 1000 g pendant 10 minutes h + 4°C 
pour eiiminer les debris celluiaires. Les particules virales sont alors ricoltees par 
ultracehtrifugation a 400000 g pendant 1 heure h + 4°C. Le culot est repris 
dans un volume minimum de tampon (Tris 10 mM, EDTA 1 mM). Cette 
suspension virale concentree esttrait^e par la proteinase K (100/yg/ml final) en 
30 presence de sodium dodecyl sulfate (SDS) (0,5% final) pendant 2 heures a 
37°C. L'ADN viral est ensuite extrait avec un melange de phenol/chloroforme, 
puis pr^cipit^ avec 2 volumes d'^thanol absolu. Apr^s une nuit a - 20°C, I'ADN 
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est centrifuge a 10000 g pendant 15 minutes a + 40c , , 



es 
r< 



5 Exemple 4 : Isolement des ARNs genomiques v.raux 

Les virus a ARN ont .te purifi.s selon ,es techniques bien connues de .'homm 
du metier. L'ARN viral genomique de chaque virus a ,te 
utilisant .a technique d'extraction "thiocvan te H 

cMoro.r.e-. d.crite par P. Cho.c.ns^rrZl A^ar^r; 
10 162.156-159). '""al. Biochem. 1987. 

Exsmpi, 5 : Techniques de Wologi, moMcutelr, 

Tou.„ ,„ „„,„„,i„„3 ^^^^^^^^^ ^ 

ech„„uee e.„d„d. de bio.og.'e .o,ecu,ei,e deCes per Se..„ok J 
16 «o,eo„/„ c,a„,„,: ^ u.or.,ory M,nu.,. 2~ Ed,.o„. Co,d S„H„9 Hell; 
Le.„e.on,. Co,d Sp.„, He,.„. New Vo... leea,. Toue ,ee ,„ Jen.s d, 
~„ „«„e,e po„ ,e p.,ee„,e i„„e„«o„ o„, „ JJ^, ^ 

Geneclean" (BIO101 Inc. La Jolla, CA). 

20 Example 6 : Technique de RT-PCR 

Des Oligonucleotides specifiques (comportant a leurs extr.mit.s 5' des sites de 
restnction pour faci.iter ,e c.onage des fragments amplifies, ont .t. synth.tis.s 
de telle fapon qu'i.s couvrent enti.rement les regions codantes des g.nes 
25 in'"" "^"'^ ^P^-^^i-,. La reaction de transcrltion 

25 -nverse (RT, et ,-amp„.cation en chaTne par polymerase (PCR, ont .t. 
effectuees selon les techniques standards (Sambrook J. eta,. 1989). Chaque 
reacfon de RT-PCR a .te faite avec un couple d'amplimers sp.oifiques et en 
Prenant comme matrice TARN g.nomique viral extrait. L'ADN compl.mentaire 
ampnf,e a ete extrait au Phenol/chloroforme/aicoolisoamy.ique (25:24:1, avant 
30 d etre dig^r^ par les enzymes de restriction. 
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Example 7 : plasmide pVRIOlZ 

Le plasmide pVR1012 (Figure N° 1) a ete obtenu aupres de Vical Inc, San 
Diego, CA, USA. Sa construction a ete d6crite dans J. Hartikka et ai. {Human 
Gene Therapy, 1996. 7. 1205-1217). 

5 

Exempie 8 : Construction du plasmide pAB044 (gene CDV HA) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 6 a ete realisee avec 
TARN genomique du virus de la maladie de Carre (CDV) (Souche Onderstepoort) 
(M. Sidhu et ai. Virology. 1993. 193. 66-72), prepare selon la technique de 
10 I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB017 (35 mer) (SEQ ID N° 1) 

5'AAAACTGCAGAATGCTCCCCTACCAAGACAAGGTG 3' 
AB018 (37 mer) (SEQ ID N° 2) 

5'CGCGGATCCTTAACGGTTACATGAGAATCTTATACGG 3' 
1 5 pour isoler ie gene codant pour la glycoproteine HA du CDV sous la forme d'un 
fragment Pstl-BamHI. Apres purification, le produit de RT-PCR de 1 835 pb a ete 
digere par Pst\ et Bam\-\\ pour isoler un fragment Pstl-BamHI de 1817 pb. Ce 
fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 1), prealablement 
digere avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide pAB044 (6676 pb) (Figure 
20 N° 2). 



Exemple 9 : Construction du plasmide pAB036 (gdne CDV F) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 6 a ete realisee avec 
TARN genomique du virus de la maladie de Carr6 (CDV) (Souche Onderstepoort) 
25 (R. Driellen N*' d'acces sequence sur Genbank = X65509), prepare selon la 
technique de I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB085 (40 mer) (SEQ ID 3) 

5'ATAAGAAGCGGCCGCACATGCACAAGGGAATCCCCAAAAG 3' 
AB086 (32 mer) (SEQ ID N° 4) 
30 5'CGCGGATCCACTTCAGTGTGATCTCACATAGG 3' 

pour isoler le gene codant pour la glycoproteine F du CDV sous la forme d'un 
fragment Notl-BamHI. Apr6s purification, le produit de RT-PCR de 2018 pb a 



wo 98/03199 

PCT/FR97/0I316 

17 

.... .vec e, ..„H,, pp. .p„„e, „ ,,30:. ^e^:^^: 

5 

Exempie 10 : Construction du pias.ide pAB024 (gene Parvovirus canin VP2) 
Une t.. 3 ^^^^ ^^^^^^.^^^ ^^^^^^^ , 

M19296,, prepare se.on la technique de ,'exemp,e 3, et avec ,es 
10 oligonucleotides suivants: • 
AB053 (33 mer) (SEQ ID N° 5) 

5 ' ACGCGTCGACATGAGTGATGGAGCAGTTCAACC 3' 
AB054 (33 mer) (SEQ ID N° 6) 

5'CGCGGATCCTTAATATAATTTTCTAGGTGCTAG 3' 
1 5 pour isoler le gene codant pour la protiine de capside VP2 (CPV VP2, sous .a 
forme d'un fragment SaH-BamHI. Apr.s purification, le produit de PGR de ^ 773 
Pb a .t. digere par Sa/I et SarnHl pour Isoler un fragment Sall-BamHI de 1 760 
Pb. Ce fragment a .te ligature avec ,e vecteur pVR1012 (exemple 7, 

20 7elt ^^^^ " P'-n.ide PAB024 

-iU (6629 pb) (Figure N" 4). 

Exemple 11 : Construction du plasmide pAB021 (gene CCV S) 
Une reaction de RT-PCR se.on ,a technique de I'exemple 6 a .t. r.a.is.e avec 
25 1, -n-n (CCV, ,B. Horsburgh ers, J. Gen. Virol. 

1 992. 73. 2849-2862), pr.par. selon ,a technique de I'exemple 4, et avec les 

oligonuclgotides suivants: 

AB045 (32 mer) (SEQ ID N° 7) 

5'ACGCGTCGACATGATTGTGCTTACATTGTGCC 3' 
AB048 (35 mer) (SEQ ID N° 8) 

30 5'CGCGGATCCTCAGTGAACATGAACTTTTTCAATAG 3' 

pour amplifier un fragment de 4374 pb contenant le g.ne codant pour la 
glycoproteine S du CCV sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Apres 
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purification, le produit de RT-PCR a ete digere par Sa/\ et BamHl pour donner 
un fragment Sall-BamHI de 4361 pb. 

Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR 1012 (exemple 7), prealablement 
digere avec Sa/\ et BamHl, pour donner le plasmide pAB021 {9230 pb) (Figure 
5 N° 5), 

Exemple 12 : Construction du plasmide pAB022 (gene CCV M) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 6 a ete realisee avec 
r ARN genomique du coronavirus canin (CCV) (B. Horsburgh et a/. J. Gen. Virol. 
1 0 1 992. 73, 2849-2862), prepare selon la technique de I'exemple 4, et avec les 
oligonucleotides suivants: 
AB049 (34 mer) (SEQ ID N° 9) 

5'AAAACTGCAGAAATGAAGAAAATTTTGTTTTTAC 3' 
AB050 (33 mer) (SEQ ID N° 10) 

15 5'CGCGGATCCTTATACCATATGTAATAATTTTTC 3' 

pour isoler le gene codant pour la giycoproteine M (CCV M) sous la forme d'un 
fragment Pstl-BamHI. Apres purification, le produit de RT-PCR de 809 pb a ete 
diger^ par Pst\ et BamH\ pour isoler un fragment Pstl-BamHI de 792 pb, Ce 
fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7), prealablement 

20 digere avec Pst\ et BamHl, pour donner le plasmide pAB022 (5651 pb) (Figure 
N° 6). 



Exemple 13 : Construction du plasmide pAB037 (gene CHV gB) 
Une reaction de PGR a ete realisee avec I'ADN genomique de ('herpesvirus 
25 canin (CHV) (Souche Carmichael) (K. Limbach et aJ. J. Gen. Virol. 1994. 75, 
2029-2039), prepare selon la technique de I'exemple 3, et avec les 
oligonucleotides suivants: 
AB087 (34 mer) (SEQ ID N° 11) 

5'AAAACTGCAGAAGTATGTTTTCATTGTATCTATA 3' 
30 AB088 (34 mer) (SEQ ID N° 12) 

5'CTAGTCTAGATTATTAAACTTTACTTTCATTTTC 3' 

pour isoler le gene codant pour la giycoproteine gB du virus CHV sous la forme 
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d un fragn^ent Pst.-Xba.. Apr.s purification, ,e produit de PGR de 2667 pb a et^ 
d.gere par Ps, et X.a, pour iso.er un fragment Pst.-Xba. de 2648 pb Ce 
fragment a .t. .igatur. avec ,e vecteur pVR10l2 (exempie 7). pr.aiablement 
d,gere avec Psri et Xt., pour donner ,e p.asmide pAB037 (7523 pb, (Figure N o 

Exemple 14 : Construction du plasmide pAB038 (gene CHV gD, 
Une reaction de PCR a .te rea.is.e avec I'ADN genomique de I'herpesvirus 
can,n (CHV, (Souche Carmichael, (K. Limbach .re,. J. Gen. Virol. ,994 75 
10 2029-2039,, pr.par. selon ,a technique de Kexernple 3, et avec les 
oligonucleotides suivants: 
AB089 (34 mer, (SEQ ID N° 13) 

5'AAAACTGCAGAAAATGATTAAACTTCTATTTATC 3' 
AB090 (35 mer, (SEQ ID N° 14, 

15 5'ATAAGAATGCGGCCGCAAAGGCTAAACATTTGTTG 3' 

pour isoler le gene codant pour la glycoproteine gD du virus CHV sous la forme 
d'un fragment Pstl-Notl. Apres purification, le produit de PCR de 1072 pb a ete 
d.gere par Psti et /Vorl pour isoler un fragment Pstl-Not. de 1049 pb Ce 
fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 7). pr^alablement 
20 digere avec Pstl et /VofI, pour donner le plasmide pAB038 (5930 pb) (Figure No 
8)- 

Exemple 1 5: Construction du plasmide pAB0 1 7 (g6ne Borre/la burgdorferi ospj^) 
Une reaction de PCR a ete realises avec I'ADN g^nomique de Borre,is 
25 turgdorferHSouche B31, (S. Bergstrom eta,. Mol. Microbiol. 1989. 3 479- 
486.,, prepay selon la technique de I'exemple 2, et avec les oligonucleotides 
suivants: 

AB038 (37 mer, (SEQ ID N° 15, 

5'ACGCGTCGACTATGAAAAAATATTTATTGGGAATAGG 3' 
30 AB039 (34 mer, (SEQ ID N" 16, 

S'CGCGGATCCCTTATTTTAAAGCGTTTTTAATTTC 3' 

pour isoler le gene codant pour la prot^ine de membrane OspA sous la forme 



wo 98/03199 



PCT/FR97/01316 



20 

d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit de PGR de 842 pb a ete 
digere par Sa/\ et BamHl pour isoler un fragment Sall-BamHi de 829 pb, Ce 
fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple.7), prealablement 
digere avec Sa/\ et BamHl, pour donner le plasmide pAB017 (5698 pb) (Figure 
5 N*^ 9). 



Exemple 16 : Construction du plasmide pAB041 (gene G du virus de la rage) 
Une reaction RT-PCR selon la technique de I'exemple 6 a ete realisee avec 
I'ARN genomique du virus de la rage (Souche ERA) (A. Anilionis eta/. Nature. 
10 1981. 294. 275-278), prepare selon la technique de I'exemple 4, et avec les 
oligonucleotides suivants: 
AB01 1 (33 mer) (SEQ ID N° 17) 

5'AAAACTGCAGAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTG 3' 
AB012 (34 mer) (SEQ ID N° 18) 

15 5'CGCGGATCCTCACAGTCTGGTCTCACCCCCACTC 3' 

pour amplifier un fragment de 1589 pb contenant le gene codant pour la 
glycoproteine G du virus de la rage. Apres purification, le produit de RT-PCR a 
ete digere par Pst\ et BamH\ pour donner un fragment Pstl-BamHI de 1 578 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVRI 01 2 exemple 7), prealablement 

20 digere avec Pst\ et BamHl, pour donner le plasmide pAB041 (6437 pb) (Figure 
N° 10). 

Exemple 1 7 : Production et purification des plasmides 

Pour la preparation des plasmides destines a la vaccination des animaux, on 
25 peut utiliser toute technique permettant d'obtenir une suspension de plasmides 
purifies majoritairement sous forme superenroulee. Ces techniques sont bien 
connues de I'homme de I'art. On peut citer en particulier la technique de lyse 
alcaline suivie de deux uitracentrifugations successives sur gradient de chlorure 
de cesium en presence de bromure d'^thidium telle que decrite dans J. 
30 Sambrook et al. {Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2"^ Edition. Cold 
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). On peut se 
referer egalement aux demandes de brevet PCX WO 95/21250 et PCT WO 
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96/02658 pui d.crivent des m.thodes pour p.odu.re a .-.che.le industrielle des 
P.as..des ...-sa.es po. ,a vaccination. Po. .es .esoins de ,a .a.Hca.on d 3 
vaccns ,vo. exe,.p,e 1 7), ,es p.as.ides p.i..s sent .esuspendus de .ani J 
a obten.r des solutions . haute concentration ( > 2 .g/.i, con^patib.es avec 
5 .e stockage. Pour ce faire. les p.asmides sont resuspendus soit en eau ultrapure 
so,t en tampon TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0). 

Exemple 18 : Fabrication des vaccins associes 

Les divers piasmides n.cessaires . ,a fabrication d'un vaccinfa^soci. sont 
melanges . partir de leurs solutions concentr.es (example ^Les melanges 
sont realises de telle maniere <,ue la concentration finale d^^ha.ue plasn^de 
corresponde a la dose efficace de chaque plasmide. Les solutions utilisables 

7AaT.7 ^'"^'^ .tre soit une solution 

NACI a 0,9 % , soit du tampon PBS. 

1 5 Des formulations particulieres telles que les liposomes, les lipides cationiques 
peuvent aussi etre mises en oeuvre pour la fabrication des vaccins." 

Exemple 19 : Vaccination des chiens 

Les chiens sont vaccines avec des doses de 10 50 ou 250 ;.g par 

plasmide. 

Les injections peuvent etre realisees k I'aiguille par voie intramusculaire. Dans 
ce cas, les doses vaccinaies sont administrees sous des volumes de 1 ou 2 ml 
Les mjecfons peuvent etre realisees a I'aiguille par voie intradermique. Dans ce 
cas, les doses vaccinaies sont administrees sous un volume total de 1 ml 
25 admmistre en 10 points de 0.1 ml ou en 20 points de 0,05 ml. Les injections 
mtradermiques sont realis.es apr.s avoir ras. la peau (flanc thoracique en 
general) ou bien au niveau d'une region anatomique relativement glabre, par 
exemple la face interne de la cuisse. On peut egalement utiliser un appareil 
d injection a jet liquide pour les injections intradermiques. 
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REVINDICATIONS 



10 



1. Formule de vaccin centre des pathogenes 
des canides, comprenant au moins deux valences de vaccin 
comprenant chacune un plasmide integrant de maniere a 
I'exprimer in vivo dans les cellules hotes du canide, un 
gene d'une valence de pathogene canin, a savoir une 
valence du virus de la maladie de Carre CDV et une 
valence du parvovirus canin CPV, les plasmides compre- 
nant, pour chaque valence, un ou plusieurs des genes 
choisis parmi le groupe consistant en HA et F pour le 
virus de la maladie de Carre et le g^ne VP2 pour le 
parvovirus canin. 

^- ^o^ule de vaccin selon la revendication 
1, caracterisee en ce que pour la valence de la maladie 
de Carre, le ou les plasmides comportent les genes HA et 
F, soit insere dans un meme plasmide, soit inseres dans, 
des plasmides differents. 

^- ^'ormule de vaccin selon la revendication 
1, caracterisee en ce qu'elle comprend une valence du 
coronavirus canin CCV, avec un ou des plasmides compre- 
nant un ou plusieurs des genes choisis parmi le groupe 
des genes S et M. 

^- Fo^rmule de vaccin selon la revendication 
3, caracterisee en ce qu'elle comprend le g^ne S ou les 
g^nes S et M. 

5. Formule de vaccin selon 1 ' une quelconque 
des revendications 1 a 4, caracterisee en ce qu'elle 
comprend, en outre, une valence efficace pour la preven- 
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10 



15 



20 



25 



30 



tion du complexe respiratoire ^ 
PX2 ccp.enant un ou 1.11/ . 

^o.ns ... ,...3 ; :: t~ — 

ae la valence complexe respiratoire 

age, les plasmides comprenant, pour .y. 

7 caract- ' '""^"'^ "^'^''^ ^^'^'^ -vendication 
^ caracter.see en ce ^-elle co.prend 1 ' herp.svircse 

un seal plasmide, les deux g^„es gB et gD. 

9. Ferrule de vaccin selon la revendication 
I -^^e en ce c^-elle co.prend pour la .aladL 

de Lyme le g^ne OspA. axaaie 

des rev w -ion 1-une <^elcongue 

des .revend.cat.ons 1 , 3, caracteris.e en ce Jl, 
comprend de 10 no ^. 1 ^ qu 11 

e 10 ng a 1 mg, de preference de 100 ng 4 500 
•ug Plus Preferentiellement entre 1 ug ^50 ua d ^ 
Plasmide. ° ^^^-^^^ 

''''''"""'"'^ Plusieurs plas^i- 

! n 1 "^,0" -^^-"-^ -endlca- 

1 a 10, pour la fabrication d^un vaccin canin 
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destine a vacciner les animaux primo-vaccines au moyen 
d'un premier vaccin choisi dans le groupe consistant en 
vaccin entier vivant. vaccin- entier inactive, vaccin de 
sous-unite, vaccin recombinant, ce premier vaccin 
presentant le ou les antigene(s) code(s) par le ou les 
plasmide(s) ou antigene(s) assurant une protection 



croisee . 



12. Kit de vaccination regroupant une formule 
de vaccin selon 1 ' une quelconque des revendications 1 a 
10 10 et un vaccin canin choisi dans le groupe consistant 
en vaccin entier vivant, vaccin entier inactive, vaccin 
de sous-unite, vaccin recombinant, ce premier vaccin 
presentant 1 ' antigene code par le vaccin polynucleoti- 
dique ou un antigene assurant une protection croisee, 
pour une administration de ce dernier en primo-vaccina- 
tion et pour un rappel avec la formule de vaccin. 

13, Formule de vaccin selon 1 ' une quelconque 
des revendications 1 a 10, accompagnee d'une notice, 
indiquant que cette formule est utilisable en rappel d'un 
premier vaccin canin choisi dans le groupe consistant en 
vaccin entier vivant, vaccin entier inactive, vaccin de 
sous-unite, vaccin recombinant, ce premier vaccin 
presentant 1' antigene code par le vaccin polynucleoti- 
dique ou un antigene assurant une protection croisee. 
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